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RESUMO (maxl50palavras) (57) 

O invento refere-se a um processo para a producao de cristais de dipeptidos (formula generica AcXYNH2) 
de elevada pureza (> 95%) por sfntese enzimatica com uma protease em meio orgfinlco de micelas 
invertidas, a partir de derivados dos dois amlnoacidos constitutes (AcXOEt e YNH2). Fol concebido um 
reactor enzimatico de membrana e hidrociclone que permlle levar a cabo de forma contfnua e slmultanea 
a sintese e a cristalizacao dos dipeptidos. Os cristais do dipeptido assim preparados sao removidos 
continuamente e separados posteriormente do Kquido envolvente porfiltrapao ou centrifugacao. Os 
cristais sao secos e dissolvidos compietamente em metanol quente. Por abaixamento da temperatura o 
dipeptido re-cristaliza com elevada pureza. No final da re-crlstalizagao o produto e filtrado e seco. A 
invenc§o enquadra-se no domfnio tecnico da Engenharia Bioqui'mica/Biotecnologia. 




Processo paraprodugao continua de cristais de dipiptidos num reactor de hidrociclone e 
membra na via sintese enzimatica e cristalizagao simultanea em sistemas de micelas 
invertidas (U " 

Descri?ao: O invento refere-se a um processo para a produsao de cristais de dipeptidos 
(formula gen&ica AcXYNH 2 ) de elevada pureza (> 95%) por sintese enzimatica com uma 
protease em meio org§nico de micelas invertidas, a partir de derivados dos dois 
aminoacidos constituiates (AcXOEt e YNH2). Foi concebido urn reactor enzim&tico de 
membrana e hidrociclone adequado ao sistema de reacgao que permite levar a cabo de 
forma continua e simultanea a sintese e a cristalizagato dos dipeptidos. A inven9ao pertence 
ao dominio tecnico da Engenharia Bioquimica/Biotecnologia. 

Nos ultimos 20 anos tern sido identificados numerosos peptidos - cadeias curtas de 2 a 
50 amino acidos - biologicamente activos que desempenham funsoes importantes ao nlvel 
do controlo e regula^ao dos processos biologicos. Estes peptidos podem actuar como 
neurotransmissores, hormonas, antibioticos e agentes imunol6gicos e anti-cancerigenos. 
Existem ]k alguns medicatnentos de natureza peptidica e as perspectivas de que outros 
possam ser descobertos e desenvolvidos s5o enormes. Existe hoje em dia, um mercado na 
£rea da investiga$ao com apetencia crescente para a compra de peptidos bio!6gicamente 
activos. Embora alguns dos peptidos ocorram naturalmente, a grande maioria e sintetizada 
quimicamente por ligagao dos amino-Acidos (a.a) constituintes. Duas abordagens de sintese 
predominant, a sintese "cldssica" em solu?ao e a sintese em fase solida de Menifield Uma 
das maiores desvantagens da sintese quimica reside na sua baixa selectividade e na 
necessidade de efectuar operates de purificagao (maipritariamente cromatografia de alta 
pressao - HPLC) extremamente onerosas, querepresentam uma fracgao importante do custo 
final do produto (+ de 50%). 

A tecnologia de produ^ao apresentada 6 inovadora em diversos aspectos que, no seu 
conjunto, permitem produzir dipeptidos (cadeias de 2 amino Acidos) com elevada pureza. 
Em primeiro lugar, 0 processo recoire a maior selectividade dos catalisadores biol6gicos, 



que & partida originam um niimero menor de produtos secundarios. Para al6m 
vantagem, e particulannente importante, £ tambem o facto da primeira etapa de produto 
assentar num conceito inovador de processo integrado, que explora a possibilidade ' de M 
efectuar simultaneamente, e na mesma unidade, os passos de sintese e purifica^ao, Desta 
forma, e possivel obter uma redufao dr£stica nos custos de purifica$5o, que se reflectira no 
custo final do produto. Outra vantagem do processo consiste na simplicidade e baixo custo 
do equipamento de produgao necessario, 

O processo refere-se & sintese de dipeptidos a partir de dois derivados de amino-dcidos 
gen&icos X e Y, do tipo AcXOEt (6ster etilico do amino dcido X acetilado) e (amida do 
amino acido Y) YNH 2 . A designa9ao Ac refere-se ao grupo acetilo e a designa^o OEt ao 
grupo ester etilico. A sintese 6 catalisada por uma protease ou outro enzima com 
capacidade de sintetizar ligagoes peptidicas. Podem utilizar-se proteases adequadas como a 
a-quimotripsina, tripsina ou papaina. A sintese pode tambem ser efectuada quimicamente, 
sem recurso a enzimas. 

0 enzima e o amino acido de caracter hidrofilico (YNH 2 ) s£o dissolvidos num tampao 
aquoso. Urn dado volume desta solu^ao e adicionada a uma mistura de solventes organicos 
(alcano/alcool) contendo urn agente tensioactivo. Podem utilizar-se alcanos adequados 
como o heptano, isooctano ou octano, alcoois adequados como o hexanol, octanol ou 
dodecanol e agentes tensioactivos adequados como o brometo de dodecil trimetil am6nio, 
brometo de tetradecil trimetil am6nio ou brometo de hexadecil trimetil am6nio. Esta 
mistura e agitada ate a solubiliza9ao completa da solu^ao aquosa no solvente organico, sob 
a forma de estruturas microsc6picas esfericas denominadas micelas invertidas. 

0 segundo amino-acido, de caracter hidrof6bico, (AcXOEt) e dissolvido na mesma 
mistura de solventes orgSnicos (alcano/alcool). A reac^ao de sintese tern initio quando se 
adicionam num reactor (descontinuo ou continuo) as misturas contendo os dois amino- 
acidos. A mesma reac^ao tamb&n ocorre na ausSncia de enzima, mas muito mais 
lentamente. Juntamente com o dipeptido formam-se dois produtos secund&ios (ver figura 
1): a) urn produto (AcXOH) resulta da hidrolise do amino-&cido AcXOEt, b) o outro 
produto (AcXOR) resulta da reac^ao de transesterificapSo do mesmo amino-acido com um 
dos solventes (o alcool ROH). 
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Figura 1 - Reaccao de sfaitese de dipeptidos (AcXYNH 2 ) catalisada por uma protease a partir dos 
aminoacidos derivados AcXOEt e YNH 2 , em sistemas de micel as invertidas de tensioactivo/alcano/alcool 
(ROH). AcXOR: produto secundario de transesterificacao, AcXOH: produto secundario de hidr61ise. 

A composi^o do meio de micelas invertidas em solventes organicos (tipo e concentxacao 
do tensioactivo, alcano, alcool, tampao; concentra?ao de agua e enzima), 6 controlada por 
forma a que: a) as reaccoes laterais que originam os produtos secundarios sejam 
minimizadas, b) a velocidade e rendimento de sintese do dip6ptido AcXYNHs sejam 
maximos, c) a solubilidade dos dipeptidos produzidos seja minima, Esta cxmiposisao 
podera variar em funcao do dipeptido especifico a ser produzido. Exemplos dos compostos 
da invencao podem incluir: 

N-acetil-L-fenilalauina leucinamida (AcPheLeuNHa), N-acetil-L-fenManina 
isoleucinamida (AcPlieIleNH2), N-acetil-L-fenilalanina valinamida (AcPheValNH 2 ), N- 
acetil-L-fennalanina alaninamida (AcPheAlaNEk), N-acetil-L-fenilalanina fenilalaninamida 
(AcPhePheNH 2 ), N-acetil-L-ferdlalanina metioninamida (AcPheMetNH 2 ), N-acetil-L- 
tirosina leucinamida (AcTyrLeuNH 2 ), N-acetil-L-tirosina isoleucinamida (AcTyrIleNH 2 ), 
N-acetil-L-tirosina valinamida (AcTyrValNH 2 ), N-acetil-L-tirosina metioninamida 
(AcTyrMetNH 2 ), N-acetil-L-triptofano leucinamida (AcTrpLeuNH 2 ), N-acetil-L-triptofano 
isoleucinamida (AcTrpLeuNH 2 ), N-acetil-L-triptofano valinamida (AcTrpValNH 2 ). 



Este tipo de sistema/reacfao foij^ descrito na Uteratura (Setralheiro e Cabral, 1992; 1994; 
Serralheiro et al., 1994; 1999; Feliciano et al, 1997a; 1997b). 
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A inven^ao diz respeito ao processo e ao reactor utilizado para levar a cabo a sintese 
dos dipSptidos do tipo AcXYNH 2 . A Figura 2 apresenta um desenho esquematico do 
reactor proposto. O reactor consiste num m6dulo (D, figura 2) contendo uma membrana 
tubular de ultrafiltra^ao, acoplado a um vaso de vidro de geometria cilfndrica e fundo 
conico denominado hidrociclone (B, figura 2). 

A membrana de ultrafiltra$ao (2) 6 feita de material ceramico (p.ex. Carbosep R ) ou 
outro resistente a solventes organicos. As solu?6es contendo cada um dos amino&cidos sao 
adicionadas ao sistema. A temperatura e mantida constante num valor adequado k 
actividade e estabilidade enzimaticas, e k cristaliza^ao. A mistura 6 retirada do centro do 
vaso por um tubo central (4) e bombeada (C2) atrav£s da membrana cilindrica (2), 
retoraando ao vaso cilindrico. Por ac$ao da pressao o liquido atravessa os poros da 
membrana sendo recolhido no vaso (E). 0 enzima e retido pela membrana de ultrafiltraf ao, 
seleccionada por forma a ter um diametro de poros inferior ao tamanho do enzima. 

A reac^ao de sintese do dipeptido ocorre no vaso cilindrico (B) e no modulo de 
membrana (D). Quando a concentra^ao de dip6ptido dissolvido atinge o valor de 
sobressatura^ao, inicia-se a formafao de cristais. Podem tamb&n adicionar-se cristais 
semente como forma de iniciar a cristaliza^ao. Os cristais do dip£ptido nao atravessam a 
membrana devido ao seu tamanho. Os produtos secundarios AcXOH e AcXOR 
permanecem em solu$ao, saindo do reactor por permeagao atrav& da membrana, e sendo 
recolhidos num vaso (E). Uma fracsao dos reagentes AcXOEt e YNH 2 , tamb&n sai do 
sistema por permeas2o atrav& da membrana. 




Figura 2: Representacao esquematica do reactor enzimatico de membrana e hidrociclone pam a snitese e 
cristalizacao simultanea de cristais de dipeptidos em sistemas de miceias invertidas (A: reservatorio de 
reagentes, B: hidrociclone de vidro ou outro material resistente a solventes, CI, C2 e C3 ; bombas, D: m6dulo 
cilindrico contendo a membrana ceramica tubular, E: reservat6rio com sub-produtos e reagentes nao 
convertidos, F: reservat6rio de cristais de dipeptidos, 1: modulo cilindrico de ultrafiltracSo, 2: membrana 
cramica cilindrica, 3: entrada lateral colocadatangencialmente, 4: tubo central de safda). 

A mistura de reac^ao entra no hidrociclone por uma entrada lateral (entrada 3 na fig. 2) 
colocada tangencialmente a parede. Desta forma a mistura adquire urn movimento 
centrifago que empurra as particulas de cristais para as paredes do vaso. No contacto com 
as paredes, os cristais perdem velocidade tendendo a sedimentar. Por esta razSio, no topo do 
vaso a mistura encontra-se parcialmente clarificada, enquanto que no fimdo se acumulam 
os cristais que podem ser removidos ao longo do processo, atraves de uma bomba (C3), 
sendo recolhidos num vaso (F). As dimensoes do hidrociclone sao seleccionadas de acordo 
com conceitos habituais por forma a que o processo de sedimentacao seja o mais eficiente 
posslvel. 

Uma mistura dos dois amino-acidos em meio de miceias invertidas e adicionada 
continuamente ao hidrociclone por uma bomba (CI) a partir de um tanque (A). A taxa de 




adi?So deste meio 6 igual a taxa de permeagao de liquido atravfe da membrana, mantendo- 
se assim constante o volume no reactor. 

0 processo e o reactor propostos permitem integrar numa s6 opera^o os passos de 
sintese enzim&tica e purificasao de dipeptidos. A composi$ao do meio de micelas invertidas 
em solventes organicos (tipo e concentra?ao do tensioactivo, alcano, alcool), 6 controlada 
por forma a que os dipeptidos produzidos nele possuam uma solubilidade muito baixa. Esta 
composi^ao podera variar em fun^ao do dip6ptido especifico a ser produzido. A baixa 
solubilidade possibilita a ocorrencia de cristaliza^ao em simultSneo com a sintese. A 
ocorrencia de cristaliza^ao 6 vantajosa porque: a) retira o dipeptido da fase liquida, 
reduzindo assim a sua degrada9ao enzim&tica por hidr61ise secundaria, b) purifica 
grandemente o produto, reduzindo assim o numero de operates de purificasao posteriores 
necessarias a obten^o de urn grau de pureza adequado. 

O reactor concebido explora o principio de opera$§o dos hidrociclones, permitindo que 
uma frac?ao dos cristais sedimente continuamente no fundo conico. Isto possibilita a sua 
retirada continua durante o processo de produgao, sem prejuizo dareacfao de sintese. Nao e 
assim necess&io suspender a opera^ao. 0 desenho do reactor foi elaborado por forma a 
maximizar a sedimentagao no fimdo do reactor e a clarifica^ao no seu topo. Por outro lado, 
a present de uma membrana de ultrafiltracao permite reter o enzima nos sistema e assim 
operar o processo em continuo. 

Caracterfsticas consideradas inovadoras: O processo desenvolvido possui algumas 
caracterfsticas consideradas inovadoras, nomeadamente: a) a conjugagao de uma reacfao de 
sintese enzimatica com a cristalizagao simultSnea do produto formado; b) o acoplamento de 
urn m6dulo de ultrafiltragao com um hidrociclone, que permite a existencia de duas 
correntes de saida do reactor, uma destinada a remo^ao dos produtos secundirios e outra 
destinada a remo^ao do produto na sua forma cristalina. 



Exemplo 1: 

% 4 ' * — 

Prepararam-se 9 ml de uma solufao de micelas invertidas com a seguinte composifao: 
89,1 % (volume) heptano, 9,9 % (volume) octanol, 1,0 % (volume) tampao carbonato (20 
mM, pH 10), 0,1 M de brometo de tetradecil trimetil am6nio, 0,55 \xM a-quimotripsina e 
10 mM LeuNH2 O^ 0 ^ 3111 ^)- A solugao foi colocada num vaso cilindrico com 
temperature controlada a 15 °C e uma agitato de 400 rpm. Iniciou-se a reac^ao por adi$ao 
de 1 ml de uma solusao de micelas com a seguinte composifao: 89,1 % (volume) heptano, 
9,9 % (volume) octanol, 1,0 % (volume) tampao carbonato (20 mM, pH 10), 0,1 M de 
brometo de tetradecil trimetil am6nio e 30 mM AcPheOEt (ester etilico de 
acetilfenilalanina). A composi^ao final do sistema foi de: 89,1 % (volume) heptano, 9,9 % 
(volume) octanol, 1,0 % (volume) tampao carbonato (20 mM, pH 10), 0,1 M de brometo de 
tetradecil trimetil amonio, 0,50 pM a-quimotripsina, 9 mM LeuNH 2 e 3 mM AcPheOEt. A 
reacgao prosseguiu durante cerca de 1 hora at6 o consumo completo do aminoicido 
AcPheOEt. O processo foi monitorizado por HPLC. No final da reacfao, os cristais 
foimados foram recolhidos por centrifuga^ao a 4000 rpm. O rendimento da reac?ao em 
dipeptido AcPheLeuNH2, foi de 85 %. Cerca de 89 % deste produto foi recuperado sob a 
forma de cristais com uma pureza superior a 98 %. 

Exemplo 2: 

Carregou-se o hidrociclone (B, figura 1) com 270 ml de uma solufao de micelas com a 
seguinte composi^o: 89,1 % (volume) heptano, 9,9 % (volume) octanol, 1,0 % (volume) 
tamp2o carbonato (20 mM, pH 10), 0,1 M de brometo de tetradecil trimetil am6nio, 0,55 
yM a-quimotripsina e 10 mM IleNIfe (i&oleucinamida). A mistura foi recirculada atraves 
do sistema com a bomba C2 a urn caudal de 500 ml/min durante 20 minutos. Iniciou-se a 
reac$ao por adi^ao de 30 ml de uma solu^ao de micelas com a seguinte composigao: 89,1 
% (volume) heptano, 9,9 % (volume) octanol, 1,0 % (volume) tampao carbonato (20 mM, 
pH 10), 0,1 M de brometo de tetradecil trimetil am6nio e 30 mM AcPheOEt (6ster etflico 
de acetilfenilalanina), A composite final do sistema foi de: 89,1 % (volume) heptano, 9,9 
% (volume) octanol, 1,0 % (volume) tampao carbonato (20 mM, pH 10), 0,1 M de brometo 



de tetradecil trimetil am6nio, 0,50 \jM a-quimotripsina, 9 mM HeNH 2 e 3 mM AcPheOEt 
0 sistema foi operado em descontinuo (bomba CI desligada e recirculasao da cttfeutQ de 
permeado de volta ao hidrociclone) a 15 °C durante 1 hora, Mciou-se entao a operafacT 
continua introduzindo a seguinte mistura de reagentes contida no tanque A atraves da 
bomba CI: 89,1 % (volume) heptano, 9,9 % (volume) octanol, 1,0 % (volume) tampao 
carbonato (20 mM, pH 10), 0,1 M de brometo de tetradecil trimetil amonio, 0,50 pM <x- 
quimotripsina, 9 mM HeNH 2 e 3 mM AcPheOEt. O caudal de alimenta^ao foi de 
aproximadamente 0,25 ml/min, identico ao caudal de penneado que passou a ser recolhido 
no vaso E. Durante todo o periodo de operate formaram-se cristais do dipSptido 
AcPheHeNH 2 , que se foram acumulando na base do hidrociclone. Periodicamente 
retiraram-se volumes de 10 ml da mistura contendo os cristais da base do hidrociclone 
(bomba C3). Os cristais nesta mistura foram separados por centrifuga^ao, retornando o 
sobrenadante a hidrociclone. Nesta opera9ao produziu-se urn total de 3,03 gramas de 
AcPheIleNH 2 . O volume final da mistura foi recolhido e centrifugado tendo-se obtido uma 
massa de cristais de 3,8 gramas. Ap6s recristaliza9ao a partir de metanol quente obtiveram- 
se cerca de 1,27 gramas de AcPhefleNH 2 com uma pureza > 99 % medida por 
cromatografia Hquida de alta pressao (HPLC). 
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ReivindicafSes 

l a Processo integrado de sintese e cristalizafao simultanea para a prepara^ao de cristas -de > • 
dipeptidos com a formula generica AcXYNH 2 , a partir dos aminoacidos AcXOEt e YNH 2l 
caracterizado pela utiliza^ao de proteases em meios organicos de micelas invertidas. 

T Processo de acordo com 1, caracterizado pelo facto de ser levado a cabo em reactores 
descontinuos. 

3 a Processo de acordo com 1, caracterizado pelo facto de ser levado a cabo num reactor 
enzimatico de membrana e hidrociclone, que permite a produ$£o continua ou descontinua 
dos referidos cristais. 

4 a Processo de acordo com as reivindicafoes 1, 2 e 3, caracterizado pelo facto de servir para 
produ?ao de outros dipeptidos e derivados de dip6ptidos de f6rmula gen&ica XY 5 a partir 
dos aminoScidos X e Y. 

5 a Processo de acordo com as reivindicapoes 1, 2, 3 e 4, caracterizado pelo facto do 
processo de sintese n3o ser eiizim£tico, mas quimico. 

6 a Processo de acordo com as reivindica? oes 3, 4 ou 5, caracterizado pelo facto de ao inves 
de urn hidrociclone se acoplar outra unidade ao sistema que permite tamb&n a 
sedimentasao e retirada continua de cristais do sistema. 

T Processo de acordo com as reivindicagoes 1, 2, 3, 4, 5 e 6 caracterizado pelo facto dos 
cristais resultotes serem purificados posterioimente por recristaliza^ao num solvente 
adequado. 
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